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(57) Abstract 

An SDF-I chemokine or a molecule derived therform for treating and/or preventing HIV retroviral infection is M^^-J*™* 
chemoJine consU oUs contained in or contains the following aminoacid sequence: KPVSLSYRCPCRFFESHVAR ANVKHLKILNTTN- 
CALQIVARLKNNNRQVCIDPKLKWIQEYLEKALN. 

(57) Abreg£ 

L'invemion a pour objet unc chemokine SDF-I ou molecule ttrivle dc SDF-I pour la prevention et/ou le traitemenc d'une infection 
oar un retrovirus VIH caractensde en ce qu'elle repond a la sequence d'acides aminds ci-dessous ou en ce qu'elle est contcnue dans cette 
Suence ou en ce qu'elle contient cette sequence- KPVSLSYRCPCRrTESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNM^QVCIDP- 
KLKWIQEYLEKALN. 
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UTILISATION D'UNE CHEMOKINE (SPF-H 1 IQANP POUR LE 
RECEPTEUR DE LESTR/FUSIN/CXCR4 POUR PRFVFNIR QU TRAITER 
L'INFECTION PAR PES VIRUS DE TYPE VIH 

L'invention a pour objet I'utilisation d'un ligand du recepteur des 
chemokines LESTR, pour prevenir I'infection virale et/ou traiter des 
patients atteints d'infection virale, notamment infectes par un retrovirus 
VIH. 

Un recepteur potentiel humain de chemokine, LESTR clone et 
sequence (Loetscher M et al, J. Biol. Chem. 269, 232-237, 1994), a ete 
recemment caracterise comme ayant la capacite de fonctionner comme co- 
recepteur (appele fusin) du recepteur CD4, pour des isolats de VIH 
(encore appele HIV) ayant un tropisme pour les lymphocytes (souches 
lymphotropes) (Feng, Y. et al, B. J. Biol. Chem. 269, 232-237, 1994). 

La molecule LESTR (leucocyte expressed -transmembrane domain 
receptor) est un recepteur orphelin ayant une structure similaire a celle des 
recepteurs connus de chemokines. En depit de nombreux tests effectues 
sur un grand nombre de chemokines, le ligand de LESTR est reste jusqu'a 
present non identifie (Loetscher, M. et al. J. Biol. Chem. 269. 232-237. 
1994). 

Connaissant la capacite des isolats de retrovirus VIH de muter chez 
I'hote infecte et compte tenu de I'observation faite selon laquelle les 
differents isolats etudies sont susceptibles de reconnaitre plusieurs 
recepteurs cellulaires chez I'hote, distincts selon le stade de I'infection 
(Weiss R.A., Science, vol. 272, June 28, 1996, p. 1885-1886). et en 
particulier le recepteur LESTR. les inventeurs ont recherche des molecules 
ayant une affinite pour le recepteur LESTR/fusin. 

Des cellules exprimant le recepteur CD4 ont ete rendues 
permissives a I'infection par des souches de HIV adaptees a I'infection de 
lignees de cellules T, ces souches etant caracterisees par leur phenotype 
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inducteur de syncytium (SI). Ces souches ont ete transferees avec le 
cDNA de la molecule LESTR/fusin. A I'aide de ces cellules, les inventeurs 
ont caracterise une chemokine humaine de la famille des chemokines CXC 
(Baggiolini M. et al, Advances in immunology, vol. 55, pages 97-176, 
5 1994), a savoir le Facteur 1 derive des cellules stromales (SDF-1) ; SDF-1 
est un ligand naturel pour le recepteur LESTR/fusin. La caracterisation de . 
ce ligand permet de proposer de nouveaux moyens interessants dans un 
but therapeutique vis a vis d'infection par VIH ou a des fins de suivi de 
cette infection, ^identification d'un ligand de LESTR conduit en outre a 
10 suggerer une nouvelle terminologie pour la designation de ce recepteur 
LESTR/fusin, t'appellation CXCR4, en accord avec la nomenclature 
adoptee pour les recepteurs des chemokines. 

Les chemokines sont des molecules de la famille des cytokines, qui 
presentent des proprietes d'activation, en particulier de cellules de la 
is famille des leucocytes faisant intervenir notamment des proprietes 
chemoattractives, des proprietes de mobilisation du calcium par 
augmentation du calcium intraceliulaire et des proprietes de relargage 
d'enzymes (exocytose). Ces chemokines sont connues pour leur role 
eventuel en tant que mediateurs de I'inflammation. 
20 Plusieurs chemokines ont ete decrites par reference a leur structure 

et a leur affinite pour un ou plusieurs recepteurs et par reference a leurs 
proprietes biologiques, dans une publication de Baggiolini M. et al 
(Advances in Immunology (1994), vol. 55, pages 97-179). 

Une publication de Wells T.N.C. et al (Journal of Leukocyte Biology, 
25 vol. 59, January 1996, 53-60) decrit la structure tri-dimensionnelle de 
plusieurs chemokines et leurs recepteurs sp6cifiques ou non. 

De fa?on generale, ces chemokines sont caracterisees par la 
presence dans leur structure primaire, de residus cysteine conserves (1 a 
4 residus notamment) sur la base desquels plusieurs sous-families ont ete 
30 distinguees selon la position des deux premieres cysteines. Ces families 
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comprennent celles des proteines CXC ou des proteines CC. La presence 
de ces residus cysteine induit la formation de ponts disulfure. 

La molecule SDF-1 murine a ete decrite dans I'art anterieur comme 
etant un facteur pouvant etre produit par les cellules stromales de la 
moelle osseuse et capable de stimuler la proliferation des progeniteurs de 
cellule B (Tashiro. K. et al, Science. 261, 600-603, 1993 et Nagasawa, T. 
et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 , 2305-2309, 1994). 

L'homologue humain (n° d'acces EMBLU 16752) de SDF-1 murin a 
ete clone ensuite et caracterise comme identique a SDF-1 murin. SDF-1 
est une chemokine CXC comprenant un motif typique de 4 residus 
cysteine, dans lequel les deux premiers residus cysteine sont separes par 
un acide amine (Baggiolini, M. et al, Adv. Immunol. 55, 97-179, 1994). 

En utilisant dans des tests d'inhibition des proprietes infectieuses de 
VIH, des proteines synthetisees, definies a partir de la sequence decrite de 
15 la chemokine SDF-1 humaine (EMBL n' U 16752). les inventeurs de la 
presente demande ont identifie ia capacite de SDF-1 a inhiber in vitro 
I'infection par des retrovirus VIH et ont defini de nouveaux produits 
(molecules derivees de SDF-1 ) susceptibles d'interet dans le cadre de la 
prevention de I'infection par VIH et/ou du traitement de patients infectes 
20 par VIH. 

Le terme « VIH » comprend les virus et retrovirus humains ou 
animaux susceptibles d'induire une immunodeficience. tels que les 
retrovirus connus sous les noms de VIH-1 et VIH-2 et notamment les 
differents isolats caracterises jusqu'a ce jour, qu'ii s'agisse d'isolats 
25 primaires (SI ou NSI). ou d'isolats modifies pour repondre a des 
contraintes de culture in vitro (isolats SI). 

A titre de reference pour chacun de ces isolats. on citera : pour des 
isolats primaires NSI, la souche JR-CSF (Koyanagi Y. et al. Science, 236. 
819-822. 1987), pour des isolats primaires SI, la souche 89.6 (Doranz et 
al, Cell, 85, 1149-1153, 1996), pour des isolats ayant un tropisme pour les 
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lymphocytes T, souches NL4-3 et HIV-LAI (Adachi A. et al, J. Virol. 59, 
284-291, 1986) ayant un tropisme pour les lymphocytes (phenotype SI). 

Les inventeurs ont mis en evidence le role inhibiteur de SDF-1 sur 
I'infection de cellules par des isolats de type SI du retrovirus VIH. La 
5 capacite inhibitrice de SDF-1 serait done dependante du phenotype, en 
I'espece SI, de la souche VIH infectieuse. Ceci n'exclut cependant pas, au 
contraire, I'utilisation des moyens de I'invention pour le traitement de 
patients asymptomatiques, infectes majoritairement par des souches de 
type primaires NSL II est en effet acquis que ces patients developpent 
10 neanmoins - pendant la phase asymptomatique de I'infection - egalement 
des souches de type SI dont I'emergence serait associee a I'entree dans la 
phase clinique du SIDA. 

U invention concerne done des molecules derivees de la chemokine 
CXC, SDF-1, ainsi que ['utilisation de SDF-1 ou des molecules d§rivees 
15 seules ou avec d'autres agents therapeutiques, pour la prevention et/ou le 
traitement defections par des retrovirus VIH (VIH-1 ou VIH-2). Ces 
molecules derivees de SDF-1, ainsi que SDF-1, constituent egalement des 
moyens pour realiser pour un patient donne en particulier dans un test in 
vitro sur des cellules traitees par des chemokines en particulier SDF1 et 
20 exprimant le co-recepteur LESTR/CXCR4 et le recepteur CD4, le suivi de 
I'infection par VIH et/ou celui des effets des traitements therapeutiques mis 
en oeuvre. 

L invention permet par exemple de caracteriser le phenotype 
d' isolats de retrovirus VIH au cours de I'infection selon le stade de son 
25 evolution et de mieux definir les modaiites therapeutiques, en particulier 
par I'utilisation d'une ou plusieurs chemokines ou de leurs molecules 
derivees. 

Selon I'invention, le tropisme pourra etre defini par le type de 
corecepteur utilise par exemple CKCCR5 ou CXCR4. 
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Outre I'utilisation des proteines SDF-1 ou de molecules derivees de 
SDF-1, I'invention vise egalement ('utilisation des sequences de 
nucleotides codant pour SDF-1 ou pour des molecules derivees, a des fins 
therapeutiques. 

5 L'invention a done pour objet une chemokine SDF-1 ou une 

molecule derivee de SDF-1 pour une utilisation pour la prevention et/ou le 
traitement d'une infection par un retrovirus VIH. 

Selon la presente demande, r expression « prevention et/ou 
traitement d'une infection due a un retrovirus VIH » s'applique a la 
10 prophylaxie ou a la therapie, incluant le controle de revolution de 
I'infection y compris la prevention ou I'inhibition chez un hote infecte, du 
developpement de I'infection vers la phase clinique du SIDA (stade de 
I'infection succedant a la phase asymptomatique chez le patient) ou vers le 
stade fatal de la maladie. Avantageusement, cette expression englobe la 
15 capacite de faire diminuer la charge virale chez Thote y compris jusqu'a 
(•elimination ou la mise en latence du virus chez le patient infecte. 

Cette expression s'applique done dans le cadre ci-dessus defini, a 
la prevention ou au traitement des effets observes ou latents chez un 
patient infecte par un retrovirus VIH, que ces effets soient lies a la 
20 replication virale dans differents types cellulaires au cours du 
developpement de I'infection et en particulier dans les cellules participant a 
rimmunite de I'hote, notamment les lymphocytes du sang peripherique et 
des organes lymphoTdes (rate, ganglions...), te!s que les lymphocytes T ou 
les macrophages, ou qu'il s'agisse des effets observes chez le patient 
25 correlativement a revolution de I'infection, tels que le developpement ou 
d'infections dites opportunistes ou encore le developpement des tumeurs 
precedant et/ou accompagnant le developpement de la maladie SIDA. 

Cette expression vise notamment la prevention ou la therapie des 
manifestations que Ton peut observer chez un patient infecte par un VIH 
30 telles que les deficits immunitaires ainsi que les reactions inflammatoires. 
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En d'autres termes, on entend dans le cadre de la presente invention par 
« infection par un VIH », le fait pour le retrovirus d'infecter les cellules d'un 
hote et de s'y repliquer, ainsi que les effets se manifestant chez un patient, 
avant le developpement de la maladie SIDA ou lors du developpement de 
5 cette maladie, qu'ils soient directement ou non relies a la presence du 
virus, a la charge virale dans les cellules et/ou a I'emergence de souches . 
mutantes. Ces souches mutantes sont par exemple des souches 
susceptibles d'induire la formation de syncytia (souche SI) dont 
I'emergence suit souvent une phase asymptomatique de Tinfection, 
10 marquee par la presence entre autres de souches NSI, c'est a dire de 
souches non susceptibles d'induire la formation de syncytia. 

Selon un mode oe realisation prefere de ['invention, la chemokine 
SDF-1 ou molecule derivee de SDF-1 pour la prevention et/ou le traitement 
d'une infection par un retrovirus VIH.est caracterisee en ce quelle repond 
15 a la sequence d'acides amines ci-dessous ou en ce qu'elle est contenue 
dans cette sequence, ou en ce qu'elle contient cette sequence : 
KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 
DPKLKWIQEYLEKALN. 

La sequence ci-dessus decrite contient la partie de la chemokine 
20 SDF-1 active en tant qu'inhibiteur potentiel de I'infection par un VIH. Cette 
sequence polypeptidique peut etre obtenue dans les cellules qui 
I'expriment, par clivage d'un peptide signal situe en amont dans la 
sequence codee par le cDNA decrit dans la banque de donnees EMBL 
sous la reference U 16752. 
25 Cette sequence polypeptidique peut alternativement etre preparee 

par synthese chimique ou par recombinaison genetique dans des cellules 
eucaryotes ou procaryotes. 

Le cas echeant, la sequence precedemment decrite sera utilisee 
sous une forme tronquee a son extremite N- et/ou C-terminale, voire 
30 tronquee dans sa partie interne. Dans ces conditions, il conviendra de 
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verifier, par exemple sur la base des tests proposes dans la partie 
experimental qui suit, que la forme tronquee de la molecule est active 
pour les proprietes antivirales recherchees vis-a-vis d'un retrovirus VIH, 
notamment VIH-1 ou VIH-2. 
5 Selon un autre mode de realisation de I'invention, la chemokine 

SDF-1 ou molecule derivee est caracterisee en ce qu'elle contient 
fenchainement de nucleotides suivant : 

KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 
DPKLKWIQEYLEKALN. 

10 A litre d'exemple, cet enchalnement peut etre precede par un residu 

methionine (M) qui peut avoir I'avantage, tout en preservant les proprietes 
antivirales de la molecule obtenue, de limiter, voire d'inhiber les fonctions 
habituelles de transduction de signal de la chemokine SDF-1. 

II doit etre note que toute molecule derivee de SDF-1 utilisable dans 

is le cadre de ('invention doit avoir conserve la capacite de se tier au 
recepteur LESTR/CXCR4 hurnain, avantageusement avec une affinite 
voisine de I'affinite de liaison de la chemokine SDF-1 humaine pour le 
recepteur LESTR humain. 

Selon un autre mode de realisation de Tinvention, la chemokine 

20 SDF-1 ou molecule derivee utilisee pour la prevention et/ou le traitement 
d'une infection par un retrovirus VIH, est caracterisee en ce qu'elle est 
codee par un enchalnement de nucleotides contenu dans la sequence de 
nucleotides representee a ia figure 5. En particulier, la chemokine SDF-1 
est le produit d'expression de la sequence contenue entre les nucleotides 

25 144 et 344 ou 144 et 359 (extremites comprises) de la sequence 
representee a la figure 5. 

L'invention concerne a titre d'exemples, dans le cadre des 
definitions donnees precedemment, Tutilisation pour la prevention et/ou le 
traitement d'une infection par un retrovirus VIH, d'une proteine repondant 

30 en particulier a Tun des enchainements d'acides amines suivants : 
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MKPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQV 
CIDPKLKWIQEYLEKALN ou, 

KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 
DPKLKWIQEYLEKALNKRFKM ou, 

5 MKPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQV 

CIDPKLKWIQEYLEKALNKRFKM. 

L'invention a par ailleurs pour objet, un polypeptide caracterise en 

ce qu'il est susceptible d'avoir une activite de prevention et/ou de 

traitement d'une infection par un retrovirus VIH, et en ce qu'il contient une 
10 molecule constitute par I'une des sequences d'acides amines suivantes ou 

en ce qu'elle contient cette sequence : 

KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 
DPKLKWIQEYLEKALN ou ; 

MKPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQV 
15 CIDPKLKWIQEYLEKALN ou ; 

MKPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQV 
CIDPKLKWIQEYLEKALNKRFKM ou ; 

KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 
DPKLKWIQEYLEKALNKRFKM ou ; 
20 une sequence d'acides amines comprenant au moins 50% de residus 
d'acides amines tdentiques a ceux de I'enchainement 

KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 
DPKLKWIQEYLEKALN, lorsqu'elle est alignee avec cet enchainement, a 
('exception des sequences d'acides amines 

25 KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 
DPKLKWIQEYLEKALNKRFKM 

et 

MDAKWAVLALVLAALCISDGKPVSLSYRCPCRFFESHIARANVKHLKILNT 
PNCALQIVARLKNNNRQVCIDPKLKWIQEYLEKALNK 
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et 

MDAKWAVLALVLAALCISDGKPVSLSYRCPCRFFESHIARANVKHLKILNT 
PNCALQIVARLKNNNRQVCIDPKLKWIQEYLEKALNKRLKM. 

Un tel polypeptide peut etre obtenu a I'aide de toute technique 
5 disponible et en particulier par purification, synthese chimique, notamment 
synthese en phase solide par la technique de Merrifield (Solid phase 
peptide synthesis, J A.M. Soc. 45,. p21 49-21 54). ou par production in vitro 
dans des cellules procaryotes ou de preference eucaryotes, sous forme 
recombinante y compris le cas echeant sous la forme d'un produit de 

10 fusion, par exemple avec un gene reporteur. A titre d'exemple, les 
polypeptides ci-dessus decrits pourront etre obtenus a partir de cellules, 
notamment de cellules eucaryotes recombinees avec une sequence 
d'ADNc obtenue a partir de celle decrite a la figure 5. 

Selon un mode de realisation de Tinvention, le polypeptide 

is precedemment decrit est caracterise en outre en ce qu'il a les proprietes 
biologiques de la chemokine SDF-1 humaine, et en particulier en ce qu'il a 
conserve I'affinite de liaison de la chemokine SDF-1 humaine vis-a-vis du 
recepteur LESTR ou CXCR4. 

Selon une autre mode de realisation de I'invention, le polypeptide tel 

20 que decrit ci-dessus est caracterise en ce qu'il est depourvu des proprietes 
biologiques de la chemokine SDF-1 humaine, en particulier la 
chemoattraction et la liberation de calcium dans les cellules exprimant le 
recepteur CXCR4. 

Selon un autre mode de realisation, I'invention a pour objet une 

25 molecule derivee de SDF-1, par substitution de sa sequence C-terminale, 
par une sequence d'acides amines heterologue. Une sequence d'acides 
amines heterologue peut a cet 6gard £tre d§riv6e d'un polypeptide de la 
famille des chemokines ou d'un autre polypeptide. A titre d'exemple de 
sequence heterologue, on citera un fragment terminal de Tinterleukine 8. 
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Selon un autre mode de realisation de I'invention, I'invention a pour 
objet une molecule derivee de SDF-1 par substitution, au sein de la 
molecule SDF-1, d'un ou plusieurs, par exemple entre 1 et 10 acides 
amines, par d'autres acides amines ou par deletion d'une sequence 
5 comprise entre un a huit residus de la partie N-terminale de la chemokine 
SDF-1. A titre d'exemples, les molecules derivees sont illustrees a la figure 
6A et 6B. 

L'invention a egalement pour objet une sequence de nucleotides 
codant pour une chemokine SDF-1 ou pour une molecule derivee de SDF- 
10 1 telle que definie precedemment. A cet egard, Tinvention concerne 
notamment les sequences de. nucleotides choisies parmi : 

- I'enchainement de nucleotides correspondant aux nucleotides 144 
a 344 de la sequence representee a la figure 5 ou, 

- I'enchainement de nucleotides correspondant aux nucleotides 144 
15 a 359 de la sequence representee a la figure 5 ou, 

- une sequence de nucleotides contenue dans cet enchainement et 
codant pour une chemokine SDF-1 ou pour une molecule derivee de SDF- 
1 selon les definitions donnees precedemment ou, 

- Tun des enchainements de nucleotides ci-dessus decrits 
20 comprenant en outre en position N-terminale, un codon codant pour un 

residu methionine et le cas echeant en position C-terminale une sequence 
additionnelle de nucleotides. 

Une sequence de nucleotides telle que decrite ci-dessus est utilisee 
notamment pour etre exprimee dans une cellule hote recombinee. A cet 
25 egard, une sequence de nucleotides interessante est caracterisee en ce 
qu'elle est placee sous le controle d'elements de regulation permettant son 
expression dans des cellules eucaryotes, in vivo ou in vitro . 

Par I'expression « elements de regulation », on entend notamment 
les sequences promotrices, voire des sequences activatrices (enhancer) 
30 ou toute sequence regulatrice contenue en amont de la sequence codante 
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de la chemokine SDF-1 humaine ou en aval du codon d'initiation de la 
transcription, y compris en aval de la sequence codant pour SDF-1 . 

A titre d'exemple, on aura avantageusement recours a des elements 
de regulation propres a la chemokine SDF-1 ou au contraire a des 

5 elements de regulation heterologues par rapport a la sequence codante de 
SDF-1. Dans ce cas, il peut s'agir avantageusement d'elements de 
regulation contenant un promoteur inductible tel que des promoteurs 
synthetiques inductibles par la tetracycline. 

Selon une variante de realisation de I'invention, la sequence de 

10 nucleotides est caracterisee en ce qu'elle est recombinee avec la 
sequence d'un gene reporteur ou un fragment de ce gene, par exemple sa 
sequence codante. 

De nombreux genes reporteurs ont deja ete decrits dans Tart 
anterieur et on citera a titre d'exemple le gene reporteur comprenant la 

15 sequence codante du gene lacZ, permettant I'expression de la p- 
galactosidase caracterisable par une reaction coloree dans les cellules qui 
la produisent, ou encore le gene codant pour la luciferase, ou par proteine 
de fusion exprimant par exemple en C-terminal, un peptide d'etiquette ou 
Tag, detecte par une reaction d'antigene-anticorps en utilisant un anticorps 

20 anti-peptide marque par une molecule fluorescente. 

Uinvention concerne egalement un vecteur apte a etre administre 
dans des cellules procaryotes ou eucaryotes, in vitro ou in vivo , caracterise 
en ce qu'il contient une sequence de nucleotides heterologue repondant a 
Tune des definitions donnees precedemment, dans des conditions 

25 permettant 1'expression de la dite sequence heterologue dans cette cellule. 

A titre de vecteur, on citera les vecteurs choisis parmi les vecteurs 
plasmidiques, les vecteurs viraux ou retroviraux et notamment les 
adenovirus ou les AAV. Le choix du vecteur tiendra compte des objectifs 
recherches, selon par exemple qu'il s'agit de faire exprimer la chemokine 

30 SDF-1 ou la molecule derivee dans une cellule hote in vitro , ou de definir 
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des moyens de prevention et/ou de traitement, par exemple par therapie 
genique de I'infection par un retrovirus VIH chez un hote. 

D'autres vecteurs utilisables dans le cadre de invention sont les 
vecteurs inertes comme par exemple les liposomes (FR 9402070). 

5 Le vecteur de ('invention est avantageusement choisi en ce qu'il a la 

capacite de transformer des fibroblastes, des myoblastes, des cellules 
stromales ou des cellules hematopoietiques, animales ou humaines. De 
preference, on choisira a cette fin, un vecteur ayant un titre infectieux 
eleve et presentant les garanties de securite appropriees pour le cas 

10 echeant I'administration in vivo chez un patient infecte par VIH. 

[.'invention a egalement pour objet une cellule procaryote ou 
eucaryote recombinee, caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
de nucleotides telle que decrite precedemment, dans des conditions 
permettant I'expression in vitro ou in vivo de ladite sequence. 

15 Des cellules eucaryotes interessantes sont des cellules humaines 

ou animales et par exemple des cellules souches hematopoietiques, des 
cellules stromales, des fibroblastes ou des myoblastes. 

Entrent dans le cadre de ('invention des cellules recombinantes 
expnmant le recepteur CD4 et le co-recepteur CXCR4 et contenant une 

20 sequence de nucleotides codant pour une chemokine SDF-1 ou pour une 
molecule derivee selon Tinvention, cette sequence etant associee a un 
gene reporteur et placee sous le controle d'un promoteur d'expression, par 
exemple un promoteur susceptible d'etre active par une proteine 
retroviral. 

25 Les cellules recombinantes peuvent etre des lignees transitoires ou 

permanentes, par exemple des lignees HeLa. 

Elles sont utiles pour la caracterisation du phenotype des isolats 
retroviraux de VIH t puisqu'elles permettent de mettre en evidence des 
isolats de phenotype SI capables d'activer I'expression de SDF-1. 
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Elles peuvent etre egalement utilisees pour tester voire quantifier 
les effets de molecules choisies notamment de molecules derivees de 
SDF-1 sur le recepteur CXCR4, dans des cellules infectees par le 
retrovirus VIK 

5 L'effet inhibiteur de SDF-1 ou d'une molecule derivee, sur I'infection 

par un retrovirus VIH, peut etre observe, et avantageusement quantifie en 
detectant ou en mesurant la transcription inverse de I'ADN proviral ou en 
mesurant la quantite de proteine p24 (pour VIH-1) virale produite. 

De fa?on generate, le suivi de I'infection pourrait comprendre la 

10 determination de la charge virale plasmatique ou cellulaire, le nombre et la 
fonction des lymphocytes en particulier CD4 et le statut immunologique et 
inflammatoire du patient. 

Entre egalement dans le cadre de I'invention une composition a 
usage therapeutique, caracterisee en ce qu'elle comprend un principe actif 

15 choisi parmi une chemokine SDF-1 ou une molecule derivee de SDF-1, ou 
une isoforme du SDF1 ou encore un eventuel produit d'epissage alternatif 
du gene codant pour SDF1 ou tout autre ligand naturel produit d'un gene 
ayant la capacite de se lier au recepteur CXCR4, ou une sequence de 
nucleotides, un vecteur modifie par une sequence selon I'invention, ou 

20 encore une cellule recombinante telle que d§finie precedemment. 

La formulation de la composition peut varier selon que Ton 
recherche chez le patient un effet transitoire ou au contraire permanent du 
principe actif, ou selon que ce principe doit etre delivre avec un effet 
retard. 

25 Les taux seriques de SDF-1 a atteindre chez le patient pourraient 

etre determines sur la base de concentrations de 0,1 a 100 nM dans un 
serum et/ou d'autres liquides biologiques. 

Les chemokines SDF-1 ou molecules derivees de SDF-1 ainsi que 
les acides nucleiques, vecteurs et/ou cellules les comprenant peuvent etre 

30 utilises seuls ou en association ou en combinaison, pour Tadministration 
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separee ou simultanee avec d'autres molecules actives pour la prevention 
et/ou le traitement de I'infection par un VIH. A titre d'exemple, un agent 
actif dans le traitement et/ou la prevention d'une infection due a un 
retrovirus VIH choisi parmi les composes ayant une activite anti- 

5 transcriptase inverse, ou anti-protease virale ou un recepteur CD4 soluble 
ou une molecule ayant une activite antagoniste vis-a-vis du recepteur CD4 
present sur des lymphocytes d'un patient infecte par un retrovirus de type 
VIH, ou un compose actif en immunotherapie, par exemple une 
interleukine et en particulier l'IL2, ou un compose actif specifiquement 

10 contre une ou plusieurs infections opportunistes associees a la presence 
du retrovirus VIH chez un patient, peut etre associe aux reactifs de 
('invention. 

A cet egard, les chemokines SDF-1 ou molecules derivees ainsi que 
les produits definis dans les pages precedentes peuvent etre utilises en 

15 association avec une ou plusieurs chemokines CXC ou CC et notamment 
les chemokines RANTES, MIP1-a ou MIP1-p ou encore MCP1. 

D'autres agents peuvent aussi etre utilises, comme les antagonistes 
de la molecule RANTES et en particulier les proteines derivees de la 
sequence de RANTES, par substitution, addition ou deletion d'au moins 

20 un residu d'acides amines, ledit antagoniste etant de preference depourvu 
des proprietes chemoattractives de chemokines vis a vis des leucocytes, 
en particulier des lymphocytes et etant capable de tier un ou plusieurs 
recepteur(s) de chemokines. Cet antagoniste sera encore designe ci-apres 
par RANTES. 

25 ^utilisation d'une chemokine SDF-1 ou d'une molecule derivee de 

SDF-1, ainsi que des sequences de nucleotides codant pour ces 
molecules ou des vecteurs ou cellules contenant ces sequences pour la 
prevention et/ou le traitement d'une infection par un retrovirus VIH, peut 
etre mise en oeuvre chez des patients asymptomatiques et a priori infects 

30 par des souches caracterisees comme NSI. L'utilisation ci-dessus decrite 
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peut alternativement etre realisee chez des patients presentant des 
symptomes du SIDA et infectes par des souches SI en quantite detectable. 

L'invention a aussi pour objet des anticorps, notamment des 
anticorps idiotypiques diriges contre le recepteur CXCR4. 
5 Avantageusement. ces anticorps idiotypiques ont la capacite de se 

lier au recepteur CXCR4, de preference avec une affinite voisine de celle 
de la molecule naturelle. 

Entrent egalement dans le cadre de l'invention des anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux diriges contre une chemokine SDF-1 ou une 
o molecule derivee de SDF-1 selon les definitions qui ont ete donnees 
precedemment. 

L'invention concerne egalement un procede de detection et de 
quantification d'anticorps diriges contre une chemokine SDF-1 ou une 
molecule derivee. 

5 D'autres caracteristiques et avantages de l'invention apparaissent 

dans les figures et dans les exemples qui suivent. 

Leqende des figures 

o Figure 1 . a : SDF-1 est le ligand de CXCR4 et est actif sur des monocytes 
du sang, des neutrophils et des PBL actives par la PHA. Les 
modifications de la concentration en [Ca 2 *] induites par SDF-1 dans un 
clone CHO-1C2 exprimant CXCR4 (100. 10. 1 nM, de haut en bas) et dans 
les cellules parentales CHO (100 nM) sont representees, b : Modification 

5 de la concentration en Ca 2 *. mediee par SDF-1 dans des neutrophiles. 
monocytes et PBL actives par PHA. SDF-1. RANTES. MIP-1a et MCP-1 
ont ete utilises a des concentrations de 100 nM. c : desensibilisation du 
recepteur dans des monocytes testes par les modifications de la 
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concentration en Ca 2 *. d : chimiotaxie in vitro de monocytes du sang (D). 
de neutrophiles (o) et de PBL actives par la PHA (A) en reponse a SDF-1. 

METHODES 

5 Les 67 acides amines de SDF-1 humain (17) (numero d'acces U16752) ont 
ete prepares par synthese chimique (18). Cette sequence differe de la . 
sequence du SDF-1 a murin (5,6), par une substitution unique (Valia au lieu 
de llei 8 ) et la deletion du residu Lys C-terminal. Les neutrophiles (19) 
monocytes (20) et PBL (21), ont ete prepares conformement aux methodes 
io decrites dans les references citees. Les PBL ont ete stimules pendant 72 
heures avec 1 [jg/ml de PHA. Des enregistrements en temps reel des 
modifications de la concentration Ca 2 * dans des cellules CHO transfectees 
avec CXCR4 et chargees avec Fura2/AM (1) et des leucocytes du sang ont 
ete realises selon la technique decrite dans (22). La desensibilisation du 
15 recepteur a ete testee dans les monocytes par monitoring de la 
modification de la concentration en Ca 2 *, apres stimulation repetee par des 
chemokines (100 nM) a des intervalles de 60 secondes, comme decrit 
dans (20). La chimiotaxie a ete realisee avec 10 5 cellules par puits dans 
des chambres contenant 48 puits en utilisant des neutrophiles ou des 
20 monocytes ou des PBL recouverts de collagene deposes sur des 
membranes de polycarbonates depourvus de polyvinylpyrrolidone avec 
des pores de 5 prn (20). Les cellules ayant migre sont comptees dans 5 
champs selectionnes au hasard avec une amplification de 1000 apres 
migration pendant une heure pour les neutrophiles et les monocytes ou 
25 pendant trois heures pour les PBL. 

Fiaure 2 . SDF-1 inhibe I'infection des cellules HeLa CD4+ avec les 
souches HIV-1 SI. a : SDF-1, au contraire de RANTES, M!P-1a ou MIP-1p 
inhibe I'infection par HIV-1 lav et NL4-3. b: la formation de syncytia est 
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inhibee par SDF-1 mais pas par RANTES. Les cellules infectees avec HIV- 
1lav et cultivees pendant 24 heures ont ete fixees avec 0,5% de 
glutaraldehyde, et la formation de syncytia a ete visualisee par coloration 
(detection de I'activite p-gal sur son substrat). 

5 

METHODES 

Des cellules HeLa (LacZ) CD4+, ont ete obtenues a partir de cellules 
HeLa(LacZ) portant le gene lacZ integre de fa?on stable sous le controle 

10 du LTR de HIV-1. Les cellules HeLa (LacZ) ont ete obtenues par 
transfection stable avec un vecteur retroviral contenant le cDNA de CD4 
(23). 1 ,5x1 0 4 cellules HeLa(LacZ)CD4+ par puits dans des plaques de 96 
puits ont ete cultivees pendant 18 heures avant ('infection avec 250 pi de 
surnageant de souches HIV-1 lav ou NL4-3 (9) infectieuses, contenant 500 

15 ng/ml ou 50 ng/ml de p24 de HIV-1 respectivement en presence de SDF-1 
a 1-100nM ou 100nm RANTES, MIP-1a ou MIP-1p. Les surnageants 
infectieux de HIV-1 w et NL4-3 ont ete obtenus a partir de lignees 
cellulaires de lymphoblasto/de MT4 et CEMX174 infectees chroniquement, 
respectivement. Apres 24 heures, I'activite p-galactosidase a ete 

20 determinee dans les lysats de cellules a partir de 3 puits. Apres avoir retire 
les surnageants, les cellules ont ete lysees (100 pi 60 mM NA 2 -HP0 4l 40 
mM NaH 2 PO, 10 mM KCL, 10 mM MgS0 4l 2.5 mM EDTA, 50 mM p- 
mercaptoethanol et 0.125% NP40 et melangees avec 100 pi 80 mM 
sodium phosphatase, pH 7.4, 10 mM MgCI 2l 50 mM p-mercaptoethanol et 

25 6 mM de sel monosodium de chlorophenol rouge P-galactopyranoside et 
incub6es pendant 20 minutes a 37°C avant de mesurer I'absorbance a 540 
nm. L'activite moyenne en pourcentage des trois valeurs est indiquee. Les 
donnees sont representatives de quatre experiences similaires. 
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Alternativement, on pourra remplacer le gene rapporteur LacZ par ceiui de 
la luciferase, comme moyen de visualisation de la formation de syncytia. 

Figure 3A : SDF-1 bloque I'entree de HIV-1 lai dans des cellules 
5 HeLa(LacZ) CD4+. a: amplification par PCR d'ADN proviral retrotranscrit 

en presence ou en absence de 100 nM SDF-1 ou RANTES. b: Absence . 

d'inhibition des tenements posterieurs a I'entree du virus dans les 

cellules par SDF-1 apres i'infection par HIV-1 NL4-3(AEnv)G. 

Fiaure 3B : Electrophorese des produits d'amplification des produits des 
io cellules HeLa(LacZ) CD4+ traitees avec des chemokines RANTES ou 

SDF-1, ou non traitees. 

METHODES : 

a: Quantification de I'ADN proviral nouvellement synthetise dans des 
15 cellules HeLa(LacZ)CD4+ avec SDF-1. 2x1 0 6 cellules dont 4 ml ont ete 
infectes pendant 2 heures avec 2 ml de surnageant infectieux genere par 
des cellules MT4 infectees chroniquement (100 ng/ml HIV-1 p24) en 
presence ou en I'absence de 100 nM SDF-1 ou RANTES. Les cultures ont 
ete lavees trois fois, complementees avec les chemokines 
20 correspondantes et cultivees pendant 6 heures supplementaires. Apres 
extraction de TADN total (24), la PCR a ete realisee avec des amorces 
pour I'ADN proviral (amorce 3' CCTGCGTCGAGAGAGCTCCTCTGG-3' et 
amorce 5' GGCTAACTAGGGAACCCACTG-3' marquees a leur extremite 
avec 32 P dans 50 pi de 0.25 mM dNTPs, 50 mM NacCI, 25 mM Tris-HCI, 
25 pH 8,0, 5 mM MgCI2, 100 mg/ml de BSA et 1,5 unite de Taq d'ADN 
polymerase (Amersham) pour 25 cycles. Les amorces correspondent aux 
positions de nucleotides 496-516 (premier nucleotide a la position 42 en 
amont du site d'initiation de transcription) et 695-672 (sequence 
complementaire dans GAG) dans la souche HIV-JRcsf- Les amorces pour 
30 I'ADN de la p-actine sont les suivantes amorce 5* 
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GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3' et amorce 3' 

CGGTTGGCCTTGGGGTTCAGGGGGG-3\ Les amorces pour I'ADN de la 
[J-actine conduisent a un produit d'amplification de 244 pb et ont ete 
utilisees pour la standardisation du test. L'AZT (50 pM) a ete utilise pour 

5 verifier la specificite du signal. Les produits d'amplification ont ete 
analyses par electropho^ese sur gel d'agarose et autoradiographie. Les 
experiences de PCR ont ete realisees dans les memes conditions, b: Les 
cellules HeLa(lacZ)CD4+ (2x1 0 4 par puits) ont ete deposees sur des 
microplaques de 96 puits et infectees a trois reprises en presence et en 

10 ('absence de SDF-1 pendant 24 heures avec 250 pi de surnageant 
infectieux contenant soit la souche sauvage de type LN4-3 (10 ngHIV-1 
p24 par puits) ou la souche LN4-3 pseudotypee (NL4-3 (AEnv)G (0,25 ng 
HIV-1 p24 par puits) dont le gene env etait delete et qui portait la 
glycoproteine G du virus de la stomatite vesiculate. Les particules LN4-3 

is ont ete generees par transfection transitoire de cellules COS7 avec I'ADN 
clone de pNL4-3. Les particules NL4-3 (AEnv)G ont ete obtenues par co- 
transfection avec un plasmide contenant I'ADN de NL4-3 delete du 
fragment Bglll-Bglll au niveau du gene d'enveloppe et avec le plasmide 
pCMV portant I'ADN pour la glycoproteine G du VSV. Apres lyse des 

20 cellules, I'activite (3-galactosidase a ete determinee (figure 2). Les dohnees 
sont representatives de quatre experiences differentes. 

Figure 4 ; SDF-1 bloque I'infection par des souches de HIV-1 ayant un 
tropisme pour les lymphocytes mais pas pour les souches ayant un 
25 tropisme pour les monocytes et les macrophages lorsque le test est realise 
sur des PBMC actives par la pHA. a: inhibition de I'infection par HIV-I lav a 
I'aide de SDF-1 ajoute a 100 nM pendant et apres (A), seulement apres (□) 
('infection ou en Tabsence d'infection (O). Les cultures avec des PBMC de 
donneurs differents (symboles blancs ou noirs) ont ete poursuivies 
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pendant 12 jours, b: aucune inhibition de I'infection avec HIV-1 JR C sf ou 
HIV-1 YU2 n'a ete observee dans des PBMC traites avec la PHA par SDF- 
1 SDF-1 (O) ou RANTES (A), tous les deux a 1 00 nM ont ete ajoutes ou 
omis (□) apres I'infection des PBMC de differents donneurs (symboles 
5 blancs ou noirs) et le taux de p24 liberee a ete evalue pendant les 13 jours 
de culture. ■> 

METHODES. Les PBMC de donneurs de sang sains ont ete stimules 
pendant 48 heures avec 1ug/ml de PHA (Wellcome, Grande-Bretagne) 

io dans du RPMI 1640, avec 10% de serum bovin foetal (FCS). Ces PBMC 
ont ensuite ete infectes pendant 2 heures avec I'equivalent de 10 a 20ng 
de p24 de HIV-1 (10 7 cellules par infection dans 4 ml) en presence ou en 
I'absence de chemokines. Les particules HIV-1 JR CS f (25) et YU2 (26) ont 
ete generees par transfection de cellules COS7 avec des plasmides 

is portant I'ADN proviral total. Des PBMC infectes ont ete laves 4 fois avec un 
tampon phosphate salin et cultives dans RPMI 1640. avec 10% de FCS 
plus 20 ng/ml d'IL-2 avec ou sans chemokines. Les cultures ont ete 
retraitees tous les trois jours avec l'IL-2 et les chemokines, la presence de 
p24 soluble de HIV-1 a ete determinee par ELISA (DuPont de Nemours. 

20 France). 

Figure 5: Sequence d'ADNc contenant la sequence codant pour la 
chemokine SDF-1 humaine, et sequence d'acides amines exprimee. 

25 Figure 6 : Alignement des sequences des molecules derivees de SDF-1 . 
Les sequences de SDF-1 fi, SDF-1 (forme comprenant 67 residus), et les 
molecules derivees. Les chimeres SDF-1 /chemokines ont le nom de la 
chemokine correspondante suivi de H1 ou H2. Pour les chimeres. les 
parties de la sequence correspondant a SDF-1 sont soulignees. Les 

30 chemokines d'orig; 3 sont donnees pour comparaison. GRO est aussi 
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appele GROalpha ou MGSA (Baggioiini et al.Ann. Rev. Immunol. 15, 675- 
705). 

EXEMPLE 1 : INFECTION DE DIFFERENTES CELLULES AVEC 
5 DIFFERENTS ISOLATS 

SDF-1 active les cellules d'ovaires de hamster chinois (CHO) 
transferees avec le cDNA du recepteur CXCR4 et active egalement les 
leucocytes et les lymphocytes du sang. Dans des lignees cellulaires 
exprimant les recepteurs CXCR4 et CD4, egalement dans des lymphocytes 
io du sang, SDF-1 est un inhibiteur potentiel puissant de t'infection par des 
souches de HIV lymphotropes (souche SI) alors que les chemokines de 
type RANTES, MIP-1a et MIP1-P qui ont ete caracterisees comme ayant 
des proprietes inhibitrices sur des souches de HIV de type primaire ayant 
un tropisme pour les monocytes (Cocchi, F. et al, Science, 270, 1811- 
15 1815, 1995) sont inactives. 

SDF-1 1 le cas echeant en combinaison avec des chemokines de la 
famille CC qui bloquent ('infection par des virus ayant un tropisme pour les 
monocytes ou les macrophages, pourrait avantageusement diminuer la 
charge virale et prevenir I'emergence de virus de phenotype SI (syncytium 
20 inducing viruses), caracteristique des stades tardifs de la maladie du SIDA 
(Weiss, R.A., Science. 272 f 1885-1886, 1996). 

Lorsque le SDF-1 humain a ete teste avec un clone CHO-1C2 
(Loetscher M. et al, J. Biol. Chem. 269, 232-237, 1994) qui exprime de 
fagon stable LESTR, une augmentation transitoire de la quantite de 
25 calcium libre cytosolique ([Ca 2 *]*) a ete observee (figure 1a). Cette reponse 
caracteristique de Taction des chemokines sur des leucocytes du sang 
n'etait pas observee avec les cellules parentales CHO. D'autres 
chemokines, incluant RANTES, MIP-1a et MIP-ip n'etaient pas actives.. 
Les monocytes, neutrophiles et les lymphocytes du sang peripheriques, 
30 actives avec la phytohemaglutinine (PHA), etaient egalement stimules par 
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la molecule SDF-1, comme le montrent les variations de la concentration 
de calcium [Ca 2 ^ et la chimiotaxie (figures 1b, d). Des enregistrements en 
temps reel de la mobilisation du calcium Ca 2 * apres stimulation 
sequentielle, fournissent une methode fiable pour estimer le comportement 

5 des chemokines vis-a-vis de recepteurs. La stimulation avec une 
chemokine (a des concentrations de saturation) conduit a une 
desensibilisation du recepteur et aucune reponse n'est observee lorsque 
les cellules sont restimulees apres une breve periode avec une chemokine 
agissant sur le meme recepteur. Comme le montre la figure 1c, des 

io monocytes stimules avec SDF-1 restaient sensibles a une stimulation 
ulterieure avec MCP-1, RANTES ou MIP-1 a et lorsque la stimulation etait 
au contraire effectuee en premier lieu avec MCP-1, RANTES ou MIP-1a, 
aucune de ces chemokines n'affectait les modifications de la concentration 
en Ca 2 * ([Ca2+]i induites par SDF-1 utilise comme second stimulus. Ceci 

15 montre que SDF-1 ne partage pas de recepteur avec les chemokines de la 
famille CC. Les reponses fonctionnelles et les resultats de 
desensibilisation montrent en outre que le LESTR est selectif vis-a-vis de 
SDF-1, seul ligand naturel identifie jusqu'a ce jour. Le lien entre le 
recepteur et son ligand etant maintenant identifie, les inventeurs ont 

20 propose d'appeler les molecules LESTR/fusin differemment a savoir 
CXCR4, de fa?on a conserver la nomenclature de recepteurs etablie lors 
de la conference de Gordon en 1996 sur les chemokines. 

Les effets de SDF-1 sur ('infection par HIV-1 ont ete testes tout 
d'abord avec des cellules HeLa transferees avec CD4 et portant un gene 

25 reporteur dont I'expression etait dirigee par le LTR de HIV-1 (Clavel F. J. 
Virol., 68, 1179-1185, 1994). Ce gene reporteur, a savoir la sequence 
LacZ de E. coli , integre aux cellules, a ete induit par la proteine Tat de 
transactivation codee par HIV-1. L'induction de la galactosidase, produit 
d'expression du gene lacZ refletait la transactivation par la proteine Tat et 

30 par consequent, Tinfection par HIV-1. Comme les leucocytes et differentes 
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cellules de tissus, la lignee cellulaire de carcinome epithelial HeLa exprime 
de fa?on constitutive le recepteur CXCR4 (Feng, Y. et al, Science, 272, 
872-877, 1996 et Nomura, H. et al, Int. Immunol. 5, 1239-1249, 1993). Les 
cellules HeLa ont ete infectees avec deux virus, les isolats HIV-1 lai (isolat 

5 LAV), ou le clone NL4-3 de HIV-1 qui comporte la glycoproteine 
d'enveloppe (Env) de LAV (Adachi, A. et al, J. ViroL 59, 284-291, 1986). 
SDF-1 s'est comporte comme un inhibiteur potentiel puissant de I'infection 
par les deux virus comme I'a montre Texpression de la p-galactosidase 
reduite de 50, 70, voire 95% a des concentrations 1, 3 et 30 nM de SDF-1 

10 (figure 2a). Au contraire, aucune inhibition n'etait observee lorsque SDF-1 
etait rempiace par 100 nM de RANTES, MIP-1a ou MIP-10. Ces 
chemokines reconnaissent les recepteurs CCR1, CCR5 et en partie CCR3 
(Deng et al, Nature, 381, 661-666, 1996 ; Dragic et al, Nature, 381, 667- 
673, 1996 ; Alkhatib et al, Science, 272, 1955-1958, 1996 ; Choe, H., et a!, 

is Cell, 85, 1135-1148, 1996 ; Doranz et al, Cell, 85, 1149-1158, 1996) mais 
comme le montre la figure 1, ne reconnaissent pas CXCR4. L'inhibition 
tres importante par SDF-1, de Tinfection et de la formation de syncytia, 
ainsi que Tabsence d'activite de RANTES sont illustrees par la figure 2b. 
Aucune expression de (3-galactosidase n'a ete observee dans les 

20 cellules infectees qui ont ete mises en culture en presence de I'inhibiteur 
de la transcriptase inverse, I'azidothymidine (AZT). indiquant que le gene 
reporteur etait seulement induit par Tinfection. 

Pour verifier que Taction de SDF-1 est associee a la presence de 
CXCR4, des cellules CHO-1C2 exprimant le recepteur ont ete transferees 

25 avec CD4 et infectees avec la souche NL4-3 portant le gene reporteur 
codant pour la luciferase. Comme dans le cas des cellules HeLa, SDF-1 a 
inhibe I'expression du gene reporteur indiquant une inhibition de Tinfection 
par NL4-3. 

L'effet inhibiteur de SDF-1 a egalement ete etudie en suivant la 
30 transcription inverse (reverse transcription) de TADN proviral de HIV-1 
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consecutive a I'entree du virus dans des cellules, en utilisant la technique 
de PCR. Des extraits de cellules HeLa exprimant le recepteur CD4 
(cellules HeLa CD4+) ont ete obtenus six heures apres I'addition de HIV- 
1lav ; ces extraits contenaient I'ADN proviral specifique. En presence de 

5 SDF-1, I'apparition d'ADN proviral etait considerablement reduite alors 
qu'aucun effet sur la production d'ADN proviral, n'a ete observe en 
presence de RANTES. Aucun transcrit n'a ete obtenu lorsque I'inhibiteur 
de la transcriptase inverse, I'AZT, etait ajoute aux cultures (figure 3a). 

II etait important d'evaluer si SDF-1 inihibait I'infection par 

10 competition avec le virus pour la liaison au recepteur CXCR4 ou en 
interferant avec un evenement posterieur a I'entree du virus dans les 
cellules. Pour ce faire. des souches pseudotypees, HIV-1 NL4-3 exprimant 
la glycoproteine G du virus de un stomatite vesiculate (VSV) a la place de 
la proteine Env du virus Lav (Yee et al, PNAS, USA, 91. 9564-9568, 1994) 

15 ont ete utilisees. NL4-3 (AEnv)G infectait les cellules par interaction de la 
glycoproteine G avec les phospholipides de la membrane, et ne dependait 
pas des recepteurs specifiques de HIV. Comme I'a montre I'expression de 
P-galactosidase, SDF-1 n'avait pas d'effet sur la replication de NL-4- 
3(AEnv)G contrastant avec I'effet d'inhibition dependant de la 

20 concentration obtenue avec NL4-3 (Figure 3b). 

Ces resultats excluent un effet de SDF-1 sur I'expression de I'ADN 
proviral de HIV-1 et suggerent que SDF-1 inhibe I'infection par HIV a des 
stades precedant la transcription inverse et probablement interfere avec 
une interaction du virus avec les recepteurs CD4 et CXCR4. 

25 Apres activation, les cellules mononucleees du sang peripherique 

humain (PBMC) permettent la replication de HIV-1 in vitro . Pour tester 
I'activite inhibitrice de SDF-1, les PBMC ont ete actives avec la PHA avant 
I'infection avec HIV-1 lav et on a mesure ('accumulation de p24 de HIV-1 
soluble. Lorsque SDF-1 etait present a partir du moment de I'infection 

30 jusqu'a la fin de I'experience (jour 12), la protection etait apparemment 
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complete (>98%). et un degre eleve de protection a ete observe meme 
lorsque SDF-1 etait ajoute apres la periode d'infection comme ie montre la 
figure 4a. L'infection avec des souches HIV-1 ayant un tropisme pour les 
monocytes ou les macrophages tels que HIV-1, JR C3F ou YU2). au 
5 contraire etait inhibee par RANTES mais n'etait pas affectee par SDF-1 
(Figure 4b). 

La discrimination claire des mecanismes d'entree des virus ayant 
differents tropismes est mise en evidence par I'inhibition par SDF-1 de 
l'infection due a des souches ayant un tropisme pour les lymphocytes et de 

10 l'infection par des souches ayant un tropisme pour les monocytes ou les 
macrophages par RANTES, MIP-1a et MIP-10. Ceci pourrait etre important 
pour revaluation de la progression de l'infection VIH vers le stade SIDA. 
Grace a sa variability importante, le genome de HIV-1 est susceptible 
d'adapter sa proteine Env a differents recepteurs de Chemokine. Apres 

15 des annees d'infection asymptomatique, avec des virus formant des quasi- 
especes monocytotropes. lorsque la maladie devient cliniquement 
apparente, des virus inducteurs de syncytium apparaissent, qui ne 
reconnaissent pas les recepteurs CCR5 ou CCR3 et se repliquent 
rapidement dans les leukocytes exprimant CD4 avec CXCR4 comme co- 

20 recepteur. L'adaptation de HIV a I'entree mediee par le recepteur CXCR4 
dans les cellules represente un avantage biologique majeur pour le virus 
qui ainsi aurait a sa disposition un repertoire beaucoup plus etendu de 
cellules infectables. En fait, CXCR4 est exprime constitutivement a de 
hauts niveaux dans les PBMC (Loetscher, M. et al, J. Biol. Chem. 269, 

25 232-237, 1994) et egalement dans certaines cellules de tissus (Loetscher, 
M. et al, J. Biol. Chem. 269. 232-237, 1994 ; Nomura, H. et al, Int. 
Immunol. 5, 1239-1249, 1993 ; Jazin et al, Regul. Pepr. 47. 247-258, 
1993), la ou I'expression de recepteurs de chemokines CC est faible. II 
apparait done que le blocage de l'infection par des virus SI adaptes a 

30 CXCR4 est obtenu. L'administration ou I'induction de SDF-1 pourrait 
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inhiber la dissemination de ces virus et eventuellement prevenir leur 
emergence chez des patients souffrant d'une infection chronique par HIV. 

EXEMPLE 2 : INFECTION DE CELLULES HeLa CD4+ (LTR BGA) PAR 
5 HIV-1 LAI ET TRAITEMENT AVEC SDF-1. CD4 SOLUBLE. OU UN 

MELANGE SDF-1/CD4 SOLUBLE 

1) Des cellules HeLa CD4+ ont ete soumises a un passage 

dans une plaque de 96 puits (25000 cellules/puits) dans un milieu DMEM 

(200 avec 10 % de SFV. 
io 2) Le lendemain les cellules HeLa CD4+ ont ete infectees avec 

un surnageant infectieux. Les manipulations ont ete realisees avec 

differents isolats viraux: 

- le VIH-1lai provenant de cellules CEM infectees (titre 104 ng/ml de 

P24); 

15 - le surnageant de transfection infectees avec I'isolat JR-CSF 

provenant de cellules COS 7 transferees par I'ADN proviral de cet isolat 
(titre 15 ng/ml de p24) ; 

- I'isolat primaire PYU2 provenant de cellules COS 7 transferees 
par I'ADN proviral de cet isolat (titre 7 ng/ml de p24). 

20 Pour Tinfection des cellules HeLa CD4+, les essais ont ete faits en 

triplicate soit 50 |jl/puits de surnageant infectieux. 

La gamme des concentrations en reactifs etait la suivante : 
pour CD4 soluble (SCD4) : 10 pg/ml, 3 vgfm\ t 1pg/ml, 0,3 pg/ml, 0,1 
^ig/ml, 0,03 pg/ml, 0,01 pg/ml, 0,003 pg/mi ; 
25 Le CD4 soluble a ete decrit dans le brevet FR 2570278 et dans la 

demande internationale WO 88/01304. 

pour SDF1 : 30 nM, 10 nM, 3 nM, 1 nM. 

Les cellules HeLa CD4+ contiennent sous forme integree, le gene 
reporteur de la p-galactosidase place sous le controle d'un LTR retroviral 
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(cellules HeLa (LacZ) CD4+). Rappeions que les cellules HeLa expriment 
de fagon constitutive le recepteur CXCR4. 

Les cellules ont ete reparties en trois groupes chacun de ces 
groupes etant infecte avec 50 pi de surnageant infectieux (isolats HIV-1 ^ 
5 ou JR-CSF ou PYU2). 

Dans chaque groupe le surnageant infectieux contenait en outre 

- soit SDF1 a differentes concentrations (concentration finale dans 
le puits : 10nM, 3nM, 1 nM) t 

- soit SDF1 (aux differentes concentrations ci-dessus) en melange 
10 avec CD4 soluble a differentes concentrations (10pg/ml, 3 pg/ml, 1ng/ml 

0,3 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,03 pg/ml, 0,01 pg/ml, 0,003 pg/ml), 

- soit CD4 soluble a differentes concentrations indiquees ci-dessus. 
Les cellules HeLa (LacZ) CD4+ non infectees (C.NI) ou infectees 

(C.I.) avec le surnageant viral mais non traitees avec SDF1 ou CD4 
15 soluble ont ete utilisees comme temoins. 

Les resultats obtenus ont ete observes en mesurant la densite 
optique correspondant a Texpression de p-galactosidase (D 0 a 570 nm). 

La p-galactosidase est exprimee lorsque le LTR qui controle la 
sequence LacZ est active par la proteine TAT exprimee lorsque le 
2o retrovirus VIH est produit. 



Cellules HeLa(LacZ) CD4+ infectees avec 
isolat viral 





PYU2 


JR-CSF 


LAI 


C.NI 




1 


0.147 


0.150 


1,785 


0.153 


Mesure de la 


2 


0.151 


0.145 


1.997 


0,154 


DO a 570 nm 


3 


0.149 


0.143 


1.561 


0.160 
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Pour les cellules infectees avec I'isolat HIV-1 ^ traitees avec SDF-1 seul 
(SDF-1), CD4 soluble seul (CD4 sol) ou une association de SDF1 et CD4 
soluble (SI)F1 et CD4 sol), la densite optique pour I'expression de p- 
5 galactosidase a ete mesuree (les concentrations correspondent a la 
concentration finale dans le puits) 



C.l. (LAI) traitees avec 


DO mesuree (570nm) 


SDF1 10 nM 


0.360 


0.390 


0 350 


SDF1 3 nM 


0.448 


0,387 


0.354 


SDF1 1 nM 


0.832 


0.855 


0.869 


CD4 sol. 100 ng/ml 


0.701 


0.647 


0.690 


SDF1 : 10 nM et CD4 
sol. a 100 ng/ml 


0.218 


0.224 


0.246 


SDF1 : 3 nM et CD4 
sol. & 100 ng/mg 


0.265 


0,252 


0.257 

r 


SDF1 & 1 nM et CD4 
sol. $ 100 ng/ml 


0.406 


0,447 


0,392 



Commentaires : 

10 

1) En presence de SDF1 a 10 nM avec CD4 soluble a 100 ng/ml, on a 
observe une diminution de la production virale car la DO etait inferieure a 
celle observee avec CD4 seul ou SDF1 seul, correspondant a une 
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diminution de la production de I'activite p-gal, c'est-a-dire de particules 
virales dans les cellules. . 

2) Avec SDF-1 3nM associe a CD4 soluble a 100 ng/ml, la DO 
mesuree etait inferieure a celle trouvee avec SDF seul ou CD4 soluble 
5 seul. 

EXEMPLE 3 : EVALUATION DE L'ACTIVITE ANTIVIRALE SUR HIV I Al 
DE MOLECULES DERIVEES DE SDF-1 

io Svnthese chimigue 

SDF-1, SDF-1 IS et toutes les molecules derivees de SDF-1 ont ete 
synthetisees par les methodes de synthese en phase solide en utilisant le 
groupe tBoc comme protection chimique. Apres deprotection avec le - 

15 fluorure d'hydrogene, les polypeptides ont ete replies, et purifies selon la 
technique decrite par Clark-Lewis et al (1994. J. Biol. Chem. 269, 16075- 
16081). Des residus [ 15 N]-Val et [ 15 N]-Leu ont ete incorpores pour former 
un derive tBoc marque par un isotope (Cambridge Isotope Laboratories, 
Andover. MA). La purete des produits a ete testee par chromatographie 

20 HPLC par echange d'ions et spectometrie de masse. La masse mesuree 
de chaque produit final, determinee par spectrometrie de masse avec 
electrospray, etait en accord avec la masse moyenne calculee a partir de 
la composition atomique. 

25 Ultracentrifufation avec sedimentation a I'eQuilibre 

Ces etudes ont ete realisees sur un appareil Beckman Spinco Model E 
permettant I'ultracentrifugation analytique, utilisant I'absorbance optique. 
Les etapes de sedimentation ont ete realisees a une concentration 
30 d'environ 0,5 mg/ml dans du phosphate de sodium 50 mM. 100 mM de 
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chlorure de sodium et a pH 5 et 7. Les masses moleculaires obtenues a 
partir des donnees de sedimentation ont ete determinees selon la 
technique de Rajarathnam et al ( 1994b. Science. 264, 90-92). Les masses 
moleculaires calculees pour SDF-1 (7800 a pH 5,0 et 7840 a pH 7,0) et 
5 pour SDF-1 fi (8540 a pH 5,0 et 8980 a pH 7,0) etaient en accord avec les 
masses moleculaires des monomeres (SDF-1 = 7835 ; SDF-1 fl - 8526). ^ 

Mesures du calcium libre present dans les cellules 

10 Des lymphocytes du sang peripherique actives avec de la 
phytohemagglutinine ou des cellules CEM (lignee de cellules T humaines) 
ont ete utilisees pour realiser les tests avec SDF-1. Les cellules ont ete 
chargees avec du Fura-2 acetoxymethyl ester (0,4 nmol pour 10 6 cellules), 
puis lavees et stimulees avec la chemokine ; la modification de la 

15 fluorescence en fonction du temps a ete enregistree et le taux de 
modification en [Ca 2 * a ete determine (von Tscharner et al 1986. Nature 
324, 369-372). 

Test de chimiotaxie 

20 

La migration des cellules a ete evaluee en utilisant les microchambres de 
Boyden (NeuroProbe, Cabin John, MD). Des echantillons ont ete dilues 
dans du milieu RPMI contenant de la Serum Albumine Bovine (10 mg/ml) 
et Hepes (25mM). Des echantillons de 25 (jl ont ete ajoutes aux puits 

25 inferieurs des micro chambres Boyden. Les puits ont ete couverts avec un 
filtre Nucleopore au polycarbonate (taille des pores 3ym) puis 50 |jl de 
suspension de cellules CEM (5x10 6 /ml) ont §t6 ajoutes aux puits 
superieurs, en suspension dans le tampon ci-dessus. Apres deux heures a 
37°C en atmosphere humide, les cellules qui avaient migre dans les puits 

30 inferieurs ont ete comptees. Toutes les determinations ont ete realisees 
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trois fois. Le bruit de fond correspond a la valeur moyenne des cellules 
migrant dans le seul milieu 

Marauaae de SDF-1 avec I 125 et liaison au recepteur 

5 

Une recherche extensive a ete menee pour identifier les lignees cellulaires 
qui donnaient une liaison saturable au recepteur et reproductible. Bien que 
le recepteur CXCR4 soit largement exprime, la plupart des cellules y 
compris les cellules T activees, du sang peripherique, les cellules T Jurkat, 

10 les cellules HEK 293 transferees avec CXCR4 avaient des niveaux eleves 
de liaison non specifique au recepteur, SDF-1 est extremement basique (pi 
11,5), et le facteur 4 plaquettaire, qui est une autre proteine basique 
apparentee aux chemokines, conduisait egalement a une liaison non 
specifique, suggerant que cette caracteristique pouvait etre a la base de 

is ('observation. 



La lignee CEM de cellules T a montre une liaison saturable et fiable de 
SDF-1 et a ete utlisee pour toutes les etudes de liaison. Cette lignee a 
aussi ete utilisee pour des tests d'infection par HIV-1 rnediee par CXCR4 

20 (Gervaix et al. 1997. Proc. Natl. Acad. Sci.USA. 94, 4653-4658). La liaison 
des molecules derivees de SDF-1 a ete determinee par competition avec 
la liaison de SDF-1 marque avec I 125 . SDF-1 a ete marque en utilisant la 
lactoperoxydase. 1 mCi (3,7 Mbq) de Na 125 1 (ICN, Biomedicals, Irvine, CA) 
et 1 pg de lactoperoxydase (80-15 U.mg" 1 ; Sigma Chemical Co., St Louis, 

25 MO) ont ete ajoutes a 5 pg de SDF-1, dans 50 |jl d'acetate de sodium 
0.5M, pH 6,5, a temperature ambiante pour 3 min. Pour arreter la reaction, 
de la tyrosine saturee (150 pi) a ete ajoutee et SDF-1 marque a ete separe 
du marqueur libre par chromatographie sur Sephadex G-25. Pour les tests 
de liaison les cellules (2x 10 6 ) ont 6t6 maintenues a 4°C pendant 30 min 

30 en presence de 4nm de SDF-1 marquee avec 125 l, et des concentrations 
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croissantes de competiteur non marque (10 ~ 10 a 10 ~ 5 M), dans 200 pi du 
milieu RPMI, contenant Hepes (25 mM), BSA (10 mg.ml" 1 ) et de I'azide de 
sodium (0,1%). Le nombre de cpm associe aux cellules a ete determine en 
separant immediatement les cellules par un melange de diacetylphthalate 

5 et de dibutylphtalate dans des proportions de 2 :3. Le nombre de cpm 
correspondant a une liaison specifique a ete calcule en soustrayant le 
nombre de cpm correspondant a une liaison non specifique (le nombre de 
liaisons cpm en presence d'un exces molaire de 100 fois de SDF-1 non 
marque) du nombre total de cpm lies aux cellules. Les constantes de 

10 dissociation (valeurs de K^) ont ete determinees par I'analyse de 
Scatchard. 

Replication de HIV-1 

15 Des tests ont ete realises en utilisant une lignee cellulaire clonale de 
cellules HELA CD4*comportant un gene /acZ sous le controle du LTR de 
HIV (Clavel et Charneau. 1994. J. Virol. 68, 1179-1185.). Ces cellules 
HELA CD4* LTR-/acZ, 1 1 5 x 10 4 par puits dans un support de 96 puits, ont 
ete cultivees avec 250 pi de surnageants infectieux de HIV LAI en 

20 presence de differentes concentrations de molecule derivees de SDF-1, 
trois fois. Apres 24h, la fl galactosidase a ete mesuree dans les lysats 
cellulaires. Les cellules ont ete lysees dans 100 pi d'un tampon contenant 
0,125% NP40, 60 mM Na 2 HP0 4 , 40mM NaH 2 P0 4 . 50 mM 2- 
mercaptoethanol, 2,5 mM EDTA et 100 pi de 80 mM de phosphate de 

25 sodium a pH 7,4, 10 mM MgCI2, 50 mM fl-mercaptoethanol, puis 6 mM de 
set de monosodium de chlorophenol rouge-(i galactopyranoside ont et§ 
ajoutes. Le melange a ete incube pendant 20 minutes a 37°C et 
Tabsorbance a ete mesuree a 570 nM. 

30 Les resultats obtenus sont rapportes dans le tableau qui suit : 
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Resume des etudes activite - structure SDF-1 



Anaioa' 



[Ca--] 
EC30 (nM) D 



Binding Kd 
(nMP 



HIV 
IC50 (nM) 



SDF-1 

SDF-1P 
SDF1 2-67 

SDF1 3-67 

SDF1 4-67 

SDF1 5-67 

SDF1 6-67 

SDF1 7-67 

SDF1 8-67 

SDF1 9-67 



• 1-. 1 
1.0 
>10, 000 (A) 

. UD (A) 
UD 
UD 
UD 
UD 
UD 
UD 



3.6 ± 1.6 

2.2 ± 1 

20 ± 9 

46 ± 11 

340 ± 112 

390 ± 210 

410 ± 134 

470 ± 6 

490 ± 269 
UD 



79 
40 
UD 
UD 
UD 
UD 
UD 
UD 
UD 
UD 



Gly-SDFl 

KIR 

KlOrn 



P2G 

V3I 

S4 A, 

Y7A 

Y7H 

R8K 



IP10H1 
IP10H2 
IP10 

GROH1 
GROH2 
GRO 

IL8H1 
IL8H2 
IL8 

ALLYY 
EEE 



L5Q, S6A 



0.3 
>10, 000 (A) 
5 . 4 

UD (A) 
0.3 
25 
7 . 8 

3 . 5 

4 . 5 

154 
6.5 
UD 

7 . 5 
1 . 1 
UD 

>10, 000 
10, 000 
UD 



>10, 000 
115 



3 ± 0.8 
13 ± 7 
5.8 r 3.5 

9 ± 1 
2.7 ± 1.5 

9 ± 5 
15 ± 0 
3.2 ± 0.7 
18 ± 7 

917 ± 118 

57 ± 25 
UD 

51 ± 11 

10 ± 11 
UD 

UD 
UD 
UD 

29 ± 6 
UD 

976 ± 281 



79 
794 

631 

562 
63 
355 
708 
112 
794 

ND 
UD 
UD 

ND 
446 
UD 

UD 
UD 
UD 

467 

UD 
UD 



KlAc 



1000 



458 ± 175 



UD 
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Legende du tableau : 

a : les sequences des molecules derivees de SDF-1 (appelees 
« analogues ») sont presentees a la figure 6. 
5 b : la concentration efficace pour parvenir a un taux de 30% maximum 
(EC30) d'induction de calcium libre intracellular a ete determinee a partir 
des courbes dose - reponse. 

c : les constantes de dissociation (Kd ± SD) sont egales a la moyenne 
obtenue a partir de trois experiences differentes de liaison par competition. 
10 d : les analogues ont ete titres dans le cadre du test du caractere infectieux 
de HIV et I'inhibition de HIV a ete determinee par titration de chaque 
analogue. 

UD = indetectable ; ND = non donne ; A = antagoniste. 

15 EXEMPLE 4 : EVALUATI ON DE L'ACTIVITE ANTIVIRALE SUR HIV LAI 
DE MOLECULES DERIVEES DE SDF-1 

Dans les memes conditions que celles decrites dans I'exemple 3 mais 
dans des gammes de concentrations variant de 0 nM a 1000 nM, 
differentes molecules derivees de SDF-1 ont ete testees sur I'infection par 
20 HIV LAI. Les resultats obtenus sont rapportes dans le tableau qui suit : 



7,81 nM 


3,9nM 


1,95nM 


0,97nM 


OnM 


86,86 ±6,87 


95,41±3,21 


103.81±11.8 


110.75+17.34 


100 


72,72 ±7,41 


85,57±7.65 


83,42±16,75 


93.54+5.27 


100 


138,6 ±36,54 


170.23±25,53 


163,5±46,34 


174,13±13.94 


100 


88,17 ±23,83 


86,75±21 


89.64±2,47 


90.48+8.77 


100 


127,04 ±36.73 


124,37±33,6 


11.08±21,51 


122.65+23.41 


100 


75,61 ±21.23 


77,51±21,23 


73.3±15,3 


91.3±14.61 


100 


81 .26 ±38.73 


94,81±57,43 


103,73±38,9 


121.64±18.11 


100 


84,64 ±17,89 


87,57±10,47 


97.47±10,76 


89.3±20 


100 


116,05 ±24.66 


99,66±22,25 


95.48±30,13 


96.94±25.64 


100 


100.97±12.3 


117,46 ±30.62 


125,95±14,43 


118.37±20.06 


100 


118.72±21,45 


133,06±33.01 


118.12±15,01 


131.04+18,04 


100 


97.2±18,1 


99±21,3 


119±19.8 


89,64±19 


100 


132,95±18,8 


123,98+26,43 


130.41±13,47 


138.43±16.55 


100 
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REVENDICATIONS 

1. Chemokine SDF-1 ou molecule derivee de SDF-1 pour la 
prevention et/ou le traitement d'une infection par un retrovirus VIH, 
5 caracterisee en ce qu'elle repond a la sequence d'acides amines ci- 
dessous ou en ce qu'elle est contenue dans cette sequence, ou en ce 
qu'elle contient cette sequence : 

KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 
DPKLKWIQEYLEKALN. 

io 2. Chemokine SDF-1 ou molecule derivee de SDF-1 selon la 

revendication 1 t pour la prevention et/ou le traitement d'une infection par 
un retrovirus VIH, caracterisee en ce qu'elle contient I'enchalnement 
d'acides amines suivant : 

KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 
15 DPKLKWIQEYLEKALN. 

3. Chemokine SDF-1 ou molecule derivee selon Tune quelconque 
des revendications 1 ou 2, pour la prevention et/ou le traitement d'une 
infection par un retrovirus VIH, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
proteine repondant a I'un des enchancements d'acides amines suivants : 

20 MKPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQV 
CIDPKLKWIQEYLEKALN ou, 

KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 
DPKLKWIQEYLEKALNKRFKM ou, 

MKPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQV 
25 CIDPKLKWIQEYLEKALNKRFKM. 

4. Chemokine SDF-1 ou molecule derivee de SDF-1 pour la 
prevention et/ou pour le traitement d'une infection par un retrovirus VIH, 
caracterisee en ce qu'elle repond a la sequence d'acides amines ci- 
dessous ou en ce qu'elle est contenue dans cette sequence ou encore en 

30 ce qu'elle la contient : 



BWSOOCtrV ****** (xyuMot* i ^ 
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KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 
DPKLKWIQEYLEKALN 

ou en ce qu'elle est selectionnee parmi le groupe des sequences illustrees 
aux figures 6A et 6B. 
5 5. Chemokine SDF-1 ou molecule derivee de SDF-1 pour la 

prevention et/ou pour le traitement d'une infection par un retrovirus VIH 
pendant la phase asymptomatique de I'infection ou pour la diminution de la 
charge virale chez un note infecte par un retrovirus VIH. 

6. Chemokine SDF-1 ou molecule derivee selon la revendication 5, 

io pour la prevention et/ou le traitement d'une infection par un retrovirus VIH 
pendant la phase asymptomatique de I'infection ou pour la diminution de la 
charge virale chez un note infecte par un retrovirus VIH, caracterisee en ce 
qu'elle est codee par un enchainement de nucleotides contenu dans la 
sequence de nucleotides representee a la figure 5. 

•5 7. Chemokine SDF-1 ou molecule derivee de SDF-1 selon I'une 

quelconque des revendications 5 ou 6 pour la prevention et/ou le 
traitement d'une infection par un retrovirus VIH pendant la phase 
asymptomatique de I'infection ou pour la diminution de la charge virale 
chez un hote infecte par un retrovirus VIH, caracterisee en ce qu'il s'agit du 

20 produit d'expression dans une cellule eucaryote d'une sequence d'ADNc 
contenue dans I'enchaTnement represents a la figure 5. 

8. Polypeptide caracterise en ce qu'il est susceptible d'avoir une 
activite de prevention et/ou de traitement d'une infection par un retrovirus 
VIH, et en ce qu'il contient I'une des sequences d'acides amines 

25 suivantes : 

KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 
DPKLKWIQEYLEKALN ou ; 

MKPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQV 
CIDPKLKWIQEYLEKALN ou ; 
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MKPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQV 
CIDPKLKWIQEYLEKALNKRFKM ou ; 

KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLK1LNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 

DPKLKWIQEYLEKALNKRFKM ou ; 
5 une sequence cTacides amines comprenant au moins 50% de residus 

d'acides amines identiques a ceux de la sequence 

KPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCI 

DPKLKWIQEYLEKALN, lorsqu'eile est alignee avec cette sequence, a 

I'exception des sequences d'acides amines 
10 MDAKWAVLALVLAALCISDGKPVSLSYRCPCRFFESHIARANVKHLKILNT 

PNCALQIVARLKNNNRQVCIDPKLKWIQEYLEKALNK 

et 

MDAKWAVLALVLAALCISDGKPVSLSYRCPCRFFESHIARANVKHLKILNT 
PNCALQIVARLKNNNRQVCIDPKLKWIQEYLEKALNKRLKM. 
15 9. Polypeptide selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il a les 

proprietes biologiques de la chemokine SDF-1 humaine. 

10. Polypeptide selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il est 
depourvu des proprietes biologiques de la chemokine SDF-1 humaine. 

11. Polypeptide capable de se lier a un recepteur cellulaire 
20 reconnaissant les chemokines CXC, de type CXCR4. 

12. Polypeptide selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il 
appartient a la famille des chemokines. 

13. Polypeptide selon la revendication 9 caracterise en ce qu'il s'agit 
d'une chemokine SDF1 ou d'une isoforme de SDF1 ou d'un produit 

25 d'epissage alternatif du gene codant pour SDF1 . 

14. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications 8 a 13, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'une molecule derivee de SDF-1 par 
substitution de la sequence C-terminale par une sequence d'acides amines 
heterologue. 
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15. Polypeptide derive d'un polypeptide selon Tune quelconque des 
revendications 8 a 14, ou derive de SDF-1 par substitution d'au moins un 
acide amine au sein dudit polypeptide ou de SDF-1 par au moins un autre 
acide amine. 

16. Polypeptide selon la revendication 15 caracterise en ce qu'tl 
comprend entre un et dix acides amines substitues. 

1 7. Polypeptide derive d'un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 8 a 14, ou derive de SDF-1, par deletion d'une sequence 
comprise entre un a huit residus de la partie N-terminale ou de la 
chemokine SDF-1, notamment choisi parmi les sequences illustrees aux 
figures 6A et 6B. 

1 8. Sequence de nucleotides codant pour une chemokine SDF-1 ou 
pour une molecule derivee de SDF-1 selon Tune quelconque des 
revendications 8 a 14. 

1 9. Sequence de nucleotides choisie parmi : 

- I'enchainement de nucleotides correspondant aux nucleotides 1 44 
a 344 de la sequence representee a la figure 5 ou, 

- I'enchainement de nucleotides correspondant aux nucleotides 144 
a 359 de la sequence representee a la figure 5 ou, 

- une sequence de nucleotides contenue dans I'enchainement 
represents a la figure 5 et codant pour une chemokine SDF-1 ou pour une 
molecule derivee de SDF-1 selon Tune quelconque des revendications 8 a 

14 OU, 

- I'enchainement de nucleotides comprenant les nucleotides 144 a 
344 de la sequence representee a la figure 5 et comprenant en outre en 
position N-terminale, un codon codant pour un residu methionine et le cas 
echeant en position C-terminale une sequence additionnelle de 
nucleotides. 
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20. Sequence de nucleotides selon la revendication 19, caracterisee 
en ce qu'elle est placee sous le controle d'eiements de regulation 
permettant son expression dans des cellules eucaryotes, in vivo ou in vitro. 

21. Sequence de nucleotides selon la revendication 20, caracterisee 
5 en ce qu'elle est sous le controle d'un promoteur inducible. 

22. Sequence de nucleotides selon Tune quelconque ctes 
revendications 14 & 21, caracterisee en ce qu'elle est recombinee avec la 
sequence codante d'un gene reporteur. 

23. Vecteur apte a etre administre dans des cellules procaryotes ou 
o eucaryotes, in vivo ou in vitro , caracterise en ce qu'il contient une 

sequence de nucleotides heterologue selon I'une quelconque des 
revendications 14 a 22 dans des conditions permettant I'expression de 
ladite sequence heterologue dans une cellule in vivo ou in vitro . 

24. Vecteur choisi selon la revendication 23, caracterise en ce qu'il 
15 est choisi parmi les vecteurs plasmidiques, les vecteurs retroviraux, les 

adenovirus, les AAV. 

25. Vecteur selon la revendication 24, caracterise en ce qu'il s'agit 

d'un vecteur inerte, par exemple un liposome. 

26. Vecteur selon Tune quelconque des revendications 23 a 25, 
20 caracterise en ce qu'il est selectionne parmi les vecteurs capables de 

transformer des fibroblastes, myoblastes, des cellules stromales ou des 
cellules hematopo'ietiques. 

27. Cellule eucaryote recombinee caracterise en ce qu'elle contient 
une sequence de nucleotides selon Tune quelconque des revendications 

25 18 a 22, dans des conditions permettant I'expression in vitro ou in vivo de 
ladite sequence. 

28. Cellule eucaryote selon la revendication 27, caracterisee en ce 
qu'il s'agit d'une cellule humaine ou animate. 



WO 98/04698 



PCT/FR97/01402 



41 

29. Cellule eucaryote selon la revendication 28, caracterisee en ce 
qu'elle est choisie parmi les cellules souches hematopoTetiques, les 
cellules stromales, les fibroblastes, les myoblastes. 

30. Anticorps idiotypiques diriges contre le recepteur CXCR4. 

5 31. Anticorps polyclonaux ou monoclonaux diriges contre une 

chemokine SDF-1 ou un polypeptide derive de SDF-1 selon Tune 
quetconque des revendications 8 a 18. 

32. Anticorps selon la revendication 31, caracterises en ce qu'ils 
sont capables de se lier au recepteur CXCR4. 

10 33. Procede de detection et de quantification d'anticorps presents 

dans un liquide biologique, diriges contre une chemokine SDF1 ou une 
molecule derivee de SDF1 selon Tune quelconque des revendications 1 a 
18, caracterise par la mise en contact de ce liquide avec une chemokine 
SDF1 ou une molecule derivee et par la detection de la reaction de cette 

15 derniere avec les anticorps. 

34. Composition a usage therapeutique, caracterisee en ce qu'elle 
comprend a titre de principe actif, une chemokine SDF-1 ou une molecule 
derivee de SDF-1 selon Tune quelconque des revendications 8 a 18, ou 
une sequence de nucleotides selon Tune quelconque des revendications 

20 18 a 22, ou un vecteur selon Tune quelconque des revendications 23 a 26, 
ou une cellule recombinante selon Tune quelconque des revendications 27 
a 29. 

35. Composition caracterisee en ce qu'elle comprend, pour 
I'administration separee ou simultanee, une chemokine SDF-1 ou une 

25 molecule derivee selon Tune quelconque des revendications 8 a 18, ou 
une sequence de nucleotides selon la revendication 22 ou un vecteur 
selon Tune quelconque des revendications 22 a 26, ou une cellule 
recombinante selon Tune quelconque des revendications 27 a 29, et un 
agent actif dans le traitement et/ou la prevention d'une infection due a un 

30 retrovirus VIH choisi parmi les composes ayant une activite anti- 
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transcriptase inverse, ou anti-protease virale ou un recepteur CD4 soluble 
ou une molecule ayant une activite antagoniste vis-a-vis du recepteur CD4 
present sur des lymphocytes d'un patient infecte par un retrovirus de type 
VIH, ou un compose actif en irnmunotherapie, ou un compose actif 
5 specifiquement contre une ou plusieurs infections opportunistes associees 
a ia presence du retrovirus VIH chez un patient. 

36. Composition selon la revendication 35, caracterisee en ce 
quelle contient une ou plusieurs chemokines CXC ou CC. 

37. Composition selon la revendication 35, caracterisee en ce que 
io les chemokines sont choisies par exemple parmi RANTES, MIP1-a ou 

MIP1-3, MCP1. 

38. Utilisation d'une chemokine SDF-1 ou d'une molecule derivee 
selon Tune quelconque des revendications 8 a 18 ou d'une sequence de 
nucleotides selon Tune quelconque des revendications 18 a 22 ou d'un 

15 vecteur selon Tune quelconque des revendications 23 a 26 ou d'une 
cellule recombinante selon Tune quelconque des revendications 27 a 29 t 
ou d'une composition selon I'une quelconque des revendications 34 a 37 
pour la preparation d'un medicament pour la prevention et/ou le traitement 
d'une infection par un retrovirus VIH. 

20 39. Utilisation d'une chemokine SDF-1 ou d'une molecule derivee 

selon Tune quelconque des revendications 8 a 18 ou d'une sequence de 
nucleotides selon I'une quelconque des revendications 18 a 22, ou d'un 
vecteur selon Tune quelconque des revendications 23 a 26 ou d'une 
cellule recombinante selon Tune quelconque des revendications 27 a 29, 

25 ou d'une composition selon I'une quelconque des revendications 34 a 37 
pour la preparation d'un medicament pour le traitement de patients infectes 
par un retrovirus VIH et presentant des signes cliniques de SIDA. 

40. Utilisation d'une chemokine SDF-1 ou d'une molecule derivee 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 18 ou d'une sequence de 
30 nucleotides selon I'une quelconque des revendications 18 a 22 ou d'un 
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vecteur seion Tune quelconque des revendications 23 a 26 ou d'une 
cellule recombinante selon Tune quelconque des revendications 26 a 29, 
ou d'une composition selon Tune quelconque des revendications 34 a 37, 
pour la preparation d'un medicament pour le traitement de patients infectes 
5 par un retrovirus VIH, asymptomatiques. 
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"MNAKWWLVLVLTALCLSDGKPVSLSYRCPCRFFESHVARANV 
KHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCIDPKLKWIQEYLEKALNKRFKM" 
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1101 CAAGCAGGAA ATGAAAATGT CTTGTGTTAC CTGAAAACAC TGTGCACATC 

1151 TGTGTCTTGT TTGGAATATT GTCCATTGTC CAATCCTATG TTTTTGGTCA 

1201 AAGCCAGCGT CCTCCTCTGT GACCAATGTC TTGATGCATG CACTGTTCCC 

12 51 CCTGTGCAGC CGCTGAGCGA GGAGATGCTC CNTGGGCCCT TTGAGTGCAG 

13 01 TCCTGATCAG AGCCGTGGTC CTTTGGGGTG AACTACCTTG GTTCCCCCAC 

13 51 TGATCACAAA AACATGGTGG GTCCATGGGC AGAGCCCAAG GGAATTCGGT 

14 01 GTGCACCAGG GTTGACCCCA GAGGATTGCT GCCCCATCAG TGCTCCCTCA 
14 51 CATGTCAGTA CCTTCAAACT AGGGCCAAGC CCAGCACTGC TTGAGGAAAA 
1501 CAAGCATTCA CAACTTGTTT TNGGTTTTTA AAACCCAGTC CACAAAATAA 
1551 CCAATCCTGG ACATGAAGAT TCTTTCCCAA TTCACATCTA ACCTCATCTT 
1601 CTTCACCATT TGGCAATGCC ATCATCTCCT GCCTTCCTCC TGGGCCCTCT 
1651 CTGCTCTGCG TGTCACCTGT GCTTCGGGCC CTTCCCACAG GACATTTCTC 
1701 TAAGAGAACA ATGTGCTATG TGAAGAGTAA GTCAACCTGC CTGACATTTG 
1751 GAGTGTTCCC CTTCCACTGA GGGCAGTCGA TAGAGCTGTA TTAAGCCACT 
1801 TAAAATGTTT GTCACTTTGC CAAGGCAAGC ACTTGTGGGN NTTGNTTGTT 

18 51 NTCANTCAGT CTTNCGAATA CTTTTTCCCC TTGATAAAGA^ CTCCAGTTAA 

19 01 AANAAATTTT AATGAAGAAA GTGGAAACAA GGAAGTCAAA GCAAGGAAAC 
19 51 TATGTAACAT GTAGGAAGTA GGAAGTAAAT TATAGTGATG TAATCTTGAA 
2 001 TTGTAACTGT TCTTGAATTT AATAATCTGT AGGGTAATTA GTAACATGTG 
2 051 TTAAGTATTT TCATAAGTAT TTCAAATTGG AGCTTCATGG CAGAAGGCAA 
2101 ACCCATCANC AAAAATTGTC CCTTAAACAA AAATTAAAAT CCTCAATCCA 
2151 GCTATGTTAT ATTGAAAAAA TAGAGCCTGA GGGATCTTTA CTAGTTATAA 
2 2 01 AGATACAGAA CTCTTTCNAA ACCTTTTGAA ATTAACCTCT CACTATACCA 
22 51 GTATAATTGA GTTTTCAGTG GGGCAGTCAT TATCCAGGTA ATCCAAGATA 

FIGURE 5B 
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2 3 01 TTTTAAAATC TGTCACGTAG AACTTGGATG TACCTGCCCC CAATCCATGA 
2351 ACCAAGACCA TTGAATTCTT GGTTGAGGAA ACAAACATGA CCCTAAATCT 
24 01 TGACTACAGT CAGGAAAGGA ATCATTTCTA TTTCTCCTCC ATGGGAG AAA 
2 4 51 ATAGATAAGA GTAGAAACTG CAGGGNAAAA TTATTTGNAT AACAATTCCT 
2 501 CTACTAACAA TCAGCTCCTT CCTGGAGACT GCCCAGCTAA AGCAATATGC 
2 5 51 ATTTAAATAC AG T CTT C CAT TTGNAAGGGA AAAGTCTCTT GTAATCCGAA ■ 
2 601 TCTCTTTTTG GTTTCGAACT GCTAGTCAAG TGCGTCCACG AGCTGTTTAC 
2 651 TAGGGATCCC TCATCTGTCC CTCCGGGACC TGGTGCTGCC TCTACCTGAC 
2 7 01 ACTCCCTTGG GCTCCCTGTA ACCTCTTCAG AGGNCCTCGC TGCCAGCTCT 
2 751 GTNTCAGGAC CCAGAGGAAG GGGNCAGAGG CTCGTTGACT GGCTGTGTGT 

28 01 TGGGATTGAG TCTGTGCCAC GTGTTTGTGC TGTGGTGTGT CCCCTCTGTC 
2 851 CAGGCACTGA GATACCAGCG AGGAGGCTCC AGAGGGCGCT CTGCTTGTTA 

2 9 01 TTAGAGATTA CCTCCTGAGA AAAAAGGTTC CGCTTGGAGC AGAGGGGCTG 

29 51 AATAGCAGAA GGTTGCACCT CCCCCAACCT TAGATGTTCT AAGTCTTTCC 

3 001 ATTGGATCTC ATTGGACCCT TCCATGGTGT GATCGTCTGA CTGGTGTTAT 
3 051 CACCGTGGGC TCCCTGACTG GGAGTTGATC GCCTTTCCCA GGTGCTACAC 
3101 CCTTTTCCAG CTGGATGAGA ATTTGAGTGC TCTGATCCCT CTACAGAGCT 
3151 TCCCTGACTG ATTCTGAAGG AGCCCCATTC CTGGGAAATA TTCCCTAGAA 
3 201 ACTTCCAAAT CCCCTAAGCA GACCACTGAT AAAACCATGT AGAAAATTTG 
3 2 51 TTATTTTGNA ACCTCGCTGG ACTCTCAGTC TCTGAGCAGT GAATGATTCA 
3 3 01 GTGTTAAATG TGATGAATAC TGTATTTTGT ATTGTTTCAA TTGCATCTCC 
3 351 CAGATAATGT GAAAATGGTC CAGGAGAAGG NCAATTCCTA TACGCAGNGT 
3 4 01 GCTTTAAAAA ATAAATAAGA AACAACTCTT TGAGAAACAA CAATTTCTAC 
3 4 51 TTTGAAGTCA TACCAATGAA AAAATGTATA TGCACTTATA ATTTTCCTAA 
3 501 T AAAGTT CTG TACTCAAATG TAAAAAAAAA AAAAAAAAAA A 

FIGURE 5C 
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